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RESUMEN 
Se evaluó la composición química del aceite esencial de las hojas de 
Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts “panizara”, actividad antioxidante in 
vitro y la actividad antifúngica in vitro, frente a Candida albicans. El aceite 
esencial se obtuvo tratando  5 Kg de hojas en un sistema de hidrodestilación 
con arrastre de vapor de agua a temperatura y presión controlada, 
reportándose un rendimiento de 0,58 %v/p; se realizó el análisis preliminar y 
las propiedades fisicoquímicas del aceite esencial encontrándose los 
siguientes resultados: líquido oleoso y aromático, ligeramente amarillo, 
insoluble en agua, ligeramente soluble en metanol, soluble en etanol, n-
hexano y éter etílico, densidad (0,978 g/mL), pH (5,60) e índice de refracción 
(1,475). En el análisis cualitativo-cuantitativo de la composición química del 
aceite esencial realizado por Cromatografía de Gases y Espectrofotometría 
de Masas (CG/EM), se identificaron 44 compuestos químicos, conformados 
por 15 hidrocarburos monoterpénicos, 15 monoterpenos oxigenados, 2 
hidrocarburos sesquiterpénicos, 6 ésteres, 2 alcoholes cíclicos, 2 
hidrocarburos cíclicos, 1 alcano y 1 compuesto heterocíclico aromático. La 
evaluación de la actividad antioxidante in vitro del aceite esencial se determinó 
utilizando los siguientes métodos: método de captación del radical DPPH y el 
método de captación del radical ABTS•+, los resultados indican que el aceite 
esencial presenta actividad antioxidante variable; por el método del DPPH 
resultó tener una actividad antioxidante no significativa frente al patrón 
estándar Trolox. Asimismo, por el método del radical ABTS•+, se obtuvo una 
actividad antioxidante significativa frente al estándar. La determinación de la 
actividad antifúngica in vitro del aceite esencial, se realizó empleando el 
método de difusión en agar mostrando actividad significante frente a Candida 
albicans en concentraciones de 100, 75 y 50 por ciento, utilizando la nistatina 
como control positivo. 
Palabras clave: aceite esencial, Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts, 
actividad antioxidante, actividad antifúngica, Candida albicans.  
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SUMMARY 
The chemical composition of the essential oil of the Clinopodium pulchellum 
(Kunth) Govaerts "panizara" leaves was evaluated, antioxidant activity in vitro 
and the antifungal activity in vitro, against Candida albicans. The essential oil 
is obtained 5 kg of leaves in a hydro distillation system with water vapor drag 
at temperature and controlled pressure, reporting a yield of 0.58% v / p was 
reported; The preliminary analysis and the physicochemical properties of the 
essential oil were also carried out, with the following results: oily and aromatic 
liquid, slightly yellow, insoluble in water, slightly soluble in methanol, soluble in 
ethanol, n-hexane and ethyl ether, density (0.978 g ) / mL), pH (5.60) and 
refractive index (1.475). In the qualitative-quantitative analysis of the chemical 
injection of the essential oil made by Gas Chromatography and Mass 
Spectrometry (GC / MS), 44 chemical compounds were identified, consisting 
of 15 monoterpene hydrocarbons, 15 oxygenated monoterpene, 2 
sesquiterpene hydrocarbons, 6 esters, 2 cyclic alcohols, 2 cyclic 
hydrocarbons, 1 alkane and 1 aromatic heterocyclic compound. The 
evaluation of the in vitro antioxidant activity of the essential oil was determined 
using the following methods: DPPH radical uptake method and the ABTS•+ 
radical uptake method, the results indicate that essential oil shows variable 
antioxidant activity; thus we have when evaluating by the DPPH method it turns 
out to have a non-significant antioxidant activity against the standard Trolox 
standard. Also, by the ABTS•+ method, significant antioxidant activity was 
obtained compared to the standard Trolox standard. The determination of the 
antifungal activity in vitro of the essential oil was carried out using the agar 
diffusion method showing significant activity against Candida albicans at levels 
of 100, 75 and 50 percent, using nystatin as a positive control 
Key words: essential oil, Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts, 
antioxidant activity, antifungal activity, Candida albicans. 
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RESUMO 
A composição química do óleo essencial das folhas de Clinopodium 
pulchellum (Kunth) Govaerts "panizara", atividade antioxidante in vitro e 
atividade antifúngica in vitro, contra Candida albicans. O óleo essencial foi 
obtido tratando aproximadamente 5 kg de folhas em um sistema de destilação 
hidrelétrica com vapor de vapor a temperatura e pressão controladas, foi 
relatado um rendimento de 0,58% v / p; A análise preliminar e as propriedades 
físico-químicas do óleo essencial também foram realizadas, com os seguintes 
resultados: Líquido oleoso e aromático, ligeiramente amarelo, insolúvel em 
água, ligeiramente solúvel em metanol, solúvel em etanol, n-hexano e éter 
etílico, densidade (0,978 g / mL), pH (5,60) e índice de refracção (1,475). No 
análise qualitativa-quantitativa da composição química do óleo essencial 
produzido por Cromatografia de Gás e Espectrometria de Massa (GC / MS), 
foram identificados 44 compostos químicos, constituídos por 15 
hidrocarbonetos monoterpênicos, 15 monoterpenos oxigenados, 2 
hidrocarbonetos sesquiterpênicos, 6 ésteres , 2 álcoois cíclicos, 2 
hidrocarbonetos cíclicos, 1 alcano e 1 composto heterocíclico aromático. A 
avaliação da atividade antioxidante in vitro do óleo essencial foi determinada 
utilizando os seguintes métodos: o método de captação radical de DPPH e o 
método de captação de radical    ABTS•+, os resultados indicam que o óleo 
essencial de panizara mostra atividade antioxidante variável; também, quando 
avaliamos pelo método DPPH, resulta uma atividade antioxidante não 
significativa contra o padrão padrão de trolox. Também, pelo método ABTS•+, 
uma atividade antioxidante significativa foi obtida em comparação com o 
padrão padrão de trolox. A determinação da atividade antifúngica in vitro do 
óleo essencial foi realizada usando o método de difusão em ágar mostrando 
atividade significativa contra Candida albicans em concentrações de 100, 75 
e 50 por cento, usando nistatina como controle positivo. 
 
Palavras-chave: óleo essencial, Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts, 
atividade antioxidante, atividade antifúngica, Candida albicans. 
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CAPÍTULO 1: INTRODUCCIÓN 
  
1.1. Situación Problemática 
 
El hombre a través de la historia, ha empleado y sigue utilizando una serie de 
recursos vegetales que presentan diferentes propiedades medicinales y que 
son de gran utilidad para mitigar o tratar una serie de dolencias. 
 
En las últimas décadas se vienen estudiando las propiedades de  diversas 
especies vegetales, dentro de estas la actividad antioxidante de diversos 
productos que en los procesos biológicos implican reacciones redox, 
especialmente en los organismos aerobios; procesos fisiológicos como el 
envejecimiento, fisiopatológicos, respuesta inflamatoria y patológicos como la 
diabetes o enfermedades cardiovasculares en los que la generación de 
radicales libres y la defensa antioxidante son claves para conservar la 
homeostasis de los sistemas biológicos y el balance redox (Ceci, 2014; Birben, 
2012). 
 
En los sistemas biológicos, se generan radicales libres que son moléculas con 
elevada reactividad desde el momento de la concepción hasta la muerte. 
Todos ellos constituyen las denominadas especies reactivas del oxígeno 
(ERO). Estas ERO son necesarias para mantener las funciones fisiológicas 
en todo organismo aerobio, sin embargo pueden producirse ocasionalmente 
en cantidades suficientemente elevadas que conducen a estados  
fisiopatológicos y patológicos (Suarez, 2014). 
 
En las mismas condiciones en las que se producen las ERO, los organismos 
producen una serie de biomoléculas de pequeño y elevado peso molecular 
que actúan como parte de un complejo sistema antioxidante enzimático y no 
enzimático, que permite mantener la homeostasis del estado redox del 
organismo. Sin embargo, en situaciones en las que se establece un  
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desbalance entre estos dos mecanismos se produce un estado de estrés 
oxidativo (Birben, 2012).  
 
El ser humano además de sintetizar una serie de biomoléculas antioxidantes 
también utiliza fuentes antioxidantes exógenas, principalmente de fuente 
vegetal, convirtiendo a las EROs en moléculas con menor potencial injuriante. 
 
Por otro lado, se sabe que durante los últimos años se ha incrementado la 
incidencia de enfermedades fúngicas (Navarro, 2003), el aumento 
considerable de pacientes inmunocomprometidos, quimioterapia, nutrición 
parenteral, cirugía de transplante y el uso de agentes antimicrobianos de 
amplio espectro, agregados a la presencia de SIDA, dan verdaderas “placas 
petri vivientes” individuales, quienes son altamente susceptibles a las 
infecciones oportunistas. Las infecciones fúngicas sistémicas y dérmicas son 
la causa de gran morbi-mortalidad en este tipo de pacientes, siendo la 
dermatomicosis un problema serio para niños de países en desarrollo como 
una consecuencia de un cuidado sanitario deficiente (Lopez, 2001). 
 
Las micosis causadas por especies del género Candida y especialmente por 
Candida albicans, ha aumentado en las últimas tres décadas. La zona más 
frecuentemente afectada son los pliegues cutáneos donde la humedad crea 
un hábitat adecuado para su supervivencia. Se puede manifestar como: 
intertrigo de grandes pliegues, erosión interdigital, candidiasis del pañal, 
foliculitis, onicomicosis candidiástica con parinoquia y perionixis (Kim, 2011). 
 
Nuestro país reconocido como territorio megadiverso tiene una variada 
riqueza de suelos debido a las diversas zonas geográficas, factores edáficos 
y otros factores ambientales, que favorecen el desarrollo de un gran número 
de recursos vegetales con diversas propiedades terapéuticas, como la 
antioxidante y antifúngica. 
 
Las plantas aromáticas de la familia Lamiaceae son usadas como infusiones 
y han sido ampliamente estudiadas por la presencia de antioxidantes y por  
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sus propiedades antimicrobianas. Dentro de esta familia se encuentra el 
género Clinopodium, el cual ha sido objeto de diversas investigaciones acerca 
de la actividad antioxidante y antimicrobiana en aceites esenciales y en 
diversos extractos, sin embargo, no hay investigaciones reportados de la 
especie vegetal Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts “panizara” con 
respecto al estudio de la composición química del aceite esencial de las hojas 
y de las actividades antioxidante y antifúngica frente a Candida albicans. 
 
La problemática descrita, exige la necesidad de realizar la presente 
investigación, a fin de buscar alternativas de fuentes naturales con 
propiedades antioxidantes y antifúngicas frente a Candida albicans. 
 
 
1.2. Formulación del Problema 
 
¿El aceite esencial de las hojas de Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts 
“panizara”, tendrá actividad antioxidante y antifúngica frente a Candida 
albicans, por la naturaleza química de sus componentes químicos? 
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1.3. Justificación teórica 
 
 Búsqueda de aceites esenciales con actividad antioxidante para 
tenerlos como alternativos frente a los antioxidantes sintéticos. 
 
 Búsqueda de aceites esenciales con actividad antifúngica frente a 
Candida albicans. 
 
1.4. Justificación práctica 
 
 Contribuir al conocimiento de los componentes químicos del aceite 
esencial de las hojas de Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts 
“panizara”. 
 
 Contribuir al conocimiento de la propiedad antioxidante y antifúngica 
del aceite esencial frente a Candida albicans. 
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1.5. Objetivos  
 
1.5.1. Objetivo general 
 
 Elucidar la estructura de los componentes químicos y evaluación de la 
actividad antioxidante y antifúngica frente a Candida albicans del aceite 
esencial de las hojas de Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts 
“panizara”. 
 
1.5.2. Objetivos específicos 
 
 Extraer el aceite esencial de las hojas de Clinopodium pulchellum 
(Kunth) Govaerts “panizara”, por el método de arrastre por vapor de 
agua.  
 
 Caracterizar los componentes químicos del aceite esencial, por 
Cromatografía de Gases/Espectrometría de Masas (CG/EM). 
 
 Evaluar la actividad antioxidante in vitro, utilizando el método de 
capacidad captadora del radical DPPH y el método de capacidad 
captadora del radical ABTS•+. 
 
 Evaluar la actividad antifúngica in vitro de Candida albicans, utilizando 
el método de Difusión en Agar. 
 
 
1.6. Hipótesis  
 
1.6.1. Hipótesis general 
 
 El aceite esencial de las hojas de Clinopodium pulchellum (Kunth) 
Govaerts “panizara”, presenta actividad antioxidante y anti-Candida 
albicans, por la naturaleza de sus componentes químicos. 
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CAPÍTULO 2: MARCO TEÓRICO 
 
2.1. Marco filosófico o epistemológico de la investigación 
 
La investigación es un proceso que se caracteriza por ser reflexiva, 
sistemática y metódica que nos permite estudiar un fenómeno o problemas 
científicos. Por lo tanto, esa capacidad de investigar nos facilita obtener 
conocimientos científicos, es decir conocimientos que se procura sean 
objetivos, sistemáticos, claros y verificables. Todo este proceso permite crear 
y facilitar el bienestar integral del ser humano. 
Dos mitos se han construidos alrededor de la investigación científica: una que 
considera que la investigación es complicada y difícil, y otra que no está 
vinculada al mundo cotidiano y a la realidad (Sampieri, 2014). Sin embargo, a 
través de la investigación se ha perfeccionado procesos metodológicos, 
creando nuevas soluciones que han servido al desarrollo desde las primeras 
civilizaciones hasta la actualidad. 
Los diferentes tipos de interrogantes e hipótesis demandan diferentes tipos de 
diseños metodológicos y en una investigación, estos realmente se clasifican 
en cuantitativos y cualitativos (Sousa, 2007). El diseño de la investigación 
cuantitativa representa una guía correctamente estructurada y exacta de 
cómo se va a realizar la investigación; los planteamientos que se van 
investigar son específicos y delimitados desde el inicio del estudio; por 
consiguiente, debe ser objetiva y seguir un patrón predecible y estructurado, 
teniendo como meta principal formular y demostrar las teorías. 
La presente investigación se sustenta en las bases epistemológicas con 
enfoque hipotético deductivo en la línea de investigación que busca nuevas 
sustancias naturales con actividad antioxidante y antifúngica frente a Candida 
albicans. 
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2.2. Antecedentes de la investigación 
 
En relación a la problemática del presente estudio, existen diversas 
investigaciones, realizadas en otras especies vegetales; las cuales se 
precisan a continuación: 
El autor Alonso, NC., (2009), desarrolló el trabajo de investigación titulada 
“Actividad antioxidante de Satureja macrostema”. El objetivo fue evaluar la 
actividad antioxidante del extracto de las hojas de Satureja macrostema, por 
el método de DPPH. El autor concluyó que el extracto de las hojas de Satureja 
macrostema, presenta componentes químicos como fuente de antioxidantes. 
Los autores Castañeda et al. (2008), realizaron la evaluación 
de la capacidad antioxidante de  extractos de las siguientes plantas 
medicinales:Cinnamomum zeylanicum “canela”, Calophyllum brasiliense 
“lagarto caspi”,Myrciaria dubia “camu camu”, Minthostachys mollis“muña”, 
Alchomea castaneifolia “hiporuro”, Smallanthus sonchifolius “yacón”, 
Lepidium peruvianum y Lepidium meyenii “maca”, por  el método del 
DPPH. La capacidad antioxidante obtenida a las concentraciones de   1ug/mL, 
50 ug/mL, 100 ug/mL y 200 ug/mL,  fueron: canela 97,59 % a una 
concentración de 1 ug/mL, lagarto caspi 99,76% a 50 ug/mL, camu camu 
98,09 % a 50 ug/mL, muña 92,41 % a 50 ug/mL, hiporuro 75,96 % a 50 ug/mL, 
lagarto 110,56 % a 100 ug/mL, maca 95,56 % a 200 ug/mL, comparando frente 
al ácido ascórbico (vitamina C), la cual presentó una actividad antioxidante de 
92,82 %. 
Carhuapoma, M., (2007), al estudiar los componentes químicos del aceite 
esencial de la Satureja brevicalyx, determinar su actividad anti- Helicobacter 
pylori y antioxidante,concluyó que el aceite esencial posee efecto anti-
Helicobacter pylori y muestra un significativo efecto antioxidante, comparado 
con el rolox.  
Castro, A., (2008), al estudiar la “Composición química del aceite esencial de 
las hojas de Erythroxylum novogranatense (Morris) coca, actividad  
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antioxidante y antibacteriana frente a Streptococcus mutans”, empleándolos 
métodos de captación del radical 2,2- difenilpicrilhidrazil, captación del radical 
superóxido y la captación del radical hidroxilo.Y la actividad antibacteriana in 
vitro frente a Streptococcus mutans, concluyó que el aceite esencial, presenta 
actividad antioxidante y  actividad antibacteriana frente a Streptococcus 
mutans. 
Rodríguez, J., (2014), en su estudio sobre la “Estructura química y actividad 
antioxidante in vitro del aceite esencial de Eryngium foetidum L. (siuca 
culantro)”. Llegó a la conclusión que el aceite esencial aplicando el método 
del DPPH tiene actividad antioxidante.   
Tchakam PD. et al.,(2012), reportaron que el extracto metanólico de las hojas 
de Hypericum lanceolatum tiene una CMI de 512 μg/mL contra Candida 
albicans y Cryptococcus neoformans y de 64 μg/mL contra Trichophyton 
rubrum, determinados por el método de microdilución en caldo.  
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2.3. Bases teóricas 
 
 
2.3.1. Aspectos botánicos 
 
2.3.1.1. Clasificación sistemática 
 
Según el sistema de clasificación de Cronquist (1988), la especie vegetal 
Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts; presenta la siguiente categoría 
taxonómica: 
DIVISIÓN         : Magnoliophyta 
CLASE             : Magnoliopsida 
SUBCLASE     : Asteridae 
ORDEN            : Lamiales 
FAMILIA          : Lamiaceae 
GÉNERO         : Clinopodium 
ESPECIE         : Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts 
Nombre común : panizara, limoncillo. (Anexo 1)  
  
2.3.1.2. Características de la familia Lamiaceae  
La familia Lamiaceae comprende alrededor de 220 géneros  y unas 4000 
especies, casi cosmopolitas. Aun cuando esta familia tiene su centro de 
diversidad en Europa, principalmente en el área del mediterráneo, su 
presencia en América es importante, ya que muchas especies 
introducidas se han naturalizados (Velazquez, 1997). 
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La familia Lamiacea es reconocida en el Perú por presentar alrededor de 
21 géneros, mayormente hierbas y arbustos (Rodríguez, 2006). 
La mayoría de las especies presentes en el Perú se encuentran 
registradas en el norte, especialmente los Andes constituyen un 
importante hábitat, entre los 1500-4250 m de altitud (Sagástegui, 2012). 
 
2.3.1.3. Género Clinopodium 
El género Clinopodium cuenta con unas 200 especies en el mundo, 
todas estas especies son de regiones templadas y tropicales de ambos 
hemisferios de la Tierra. En el Perú se han identificado unas 26 especies, 
de las cuales 20 son endémicas. El Clinopodium pulchellum (Kunth) 
Govaerts es una especie endémica de la región norte del país 
(Rodríguez, 2006).    
 
2.3.1.4. Descripción botánica de la Clinopodium pulchellum (Kunth)                              
Govaerts  “panizara” 
 
Es una planta herbácea, aromática y tiene un tallo delgado que se 
desarrolla en forma de mata y muy ramificado. Sus hojas son pequeñas, 
con base acorazonada y ápice agudo, dentadas, verde en la cara 
superior y blanca en la inferior debido a que es pubescente. Sus flores 
son pequeñas y labiadas, pentámeras; con cinco sépalos y cinco pétalos 
unidos (Instituto Cuencas, 2012).   
2.3.1.5.-  Distribución geográfica  
Especie ampliamente distribuida en el norte de país, se le encuentra en 
laderas abiertas y rocosas, también a orillas y acequias, quebradas 
arcillosas-rocosas, bordes de carreteras. Terrenos boscosos y arcilloso-
pedregosos ubicados entre los 2800- 3500 msnm, en los departamentos 
de Cajamarca, Ancash y La Libertad (Rodríguez, 2006).  
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2.3.1.6.-  Esencia 
La esencia se encuentra principalmente en las hojas, el aroma es muy 
intenso y perdurable, es excelente para fragancias y fitocosméticos. 
Nuestras investigaciones van a permitir caracterizar las constantes 
físicoquímicas del aceite esencial como son: densidad, pH, índice de 
refracción y pruebas organolépticas como el color, olor y sabor.  
 
.2.3.1.7.-  Usos en la medicina tradicional 
El Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts “panizara” (ver figura 1) es 
efectiva para combatir los trastornos del sistema digestivo y controla las 
flatulencias o gases estomacales. Se emplea para prevenir la indigestión 
y puede ser usada como un efectivo relajante (Instituto Cuencas, 2012). 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
Figura 1. Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts “panizara” 
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2.3.2. Aceites esenciales  
Pérez (2012), define a los aceites esenciales como fracciones líquidas 
volátiles, generalmente destilables por arrastre con vapor de agua, que 
contienen las sustancias responsables del aroma de las plantas y que 
son importantes en la industria cosmética (perfumes y aromatizantes), 
de alimentos (condimentos y saborizantes) y farmacéuticas. 
Simon (2001), señala en general que los aceites esenciales constituyen 
el 0.1 al 1% del peso de la planta seca. A temperatura ambiente son 
incoloros o amarillentos, casi siempre menos denso que el agua, con alto 
índice de refracción, insolubles en agua, soluble en alcohol, lípidos y 
solventes orgánicos. 
Martinez (2003),  refiere desde el punto de vista químico y a pesar de su 
composición compleja con diferentes tipos de sustancias, los aceites 
esenciales se pueden clasificar de acuerdo con el tipo de sustancias que 
son los componentes mayoritarios. Según esto los aceites esenciales 
ricos en monoterpenos (ver figura 2) se denominan aceites esenciales 
monoterpenoides (hierbabuena, albahaca, salvia, etc.). Los ricos en 
sesquiterpenos (ver figura 3) son los aceites esenciales 
sesquiterpenoides (copaiba, pino, junípero, etc). Los ricos en 
fenilpropanos (ver figura 4) son los aceites esenciales fenilpropanoides 
(clavo, canela, anís, etc.). 
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Figura 2. Ejemplos de monoterpenos 
Fuente. Datos tomados de Rubiano (2000) 
  
14 
 
 
 
 
 
Figura 3. Ejemplos de sesquiterpenos 
Fuente. Datos tomados de Ramirez (2000) 
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Figura 4. Ejemplos de fenilpropanos 
Fuente:  Datos tomados de  Salamanca Grosso (2000) 
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2.3.2.1. Métodos de extracción de aceites esenciales 
De acuerdo con Martínez (2003), los aceites esenciales se pueden 
extraer de las muestras vegetales mediante varios métodos como son: 
destilación por arrastre con vapor de agua, expresión, extracción con 
solventes volátiles, enfleurage y con fluidos supercríticos.  
En la destilación por arrastre con vapor de agua, la muestra vegetal 
generalmente seca y cortada en trozos pequeños, es encerrada en una 
cámara inerte y sometida a una corriente de vapor de agua 
sobrecalentado, la esencia así arrastrada es posteriormente 
condensada, recolectada y separada de la fracción acuosa. Esta técnica 
es muy utilizada especialmente para esencias fluidas, especialmente las 
utilizadas para perfumería. Se utiliza a nivel industrial debido a su alto 
rendimiento, la pureza del aceite obtenido y porque no requiere 
tecnología sofisticada (Martínez, 2003).  
En la expresión, el material vegetal es exprimido para liberar el aceite y 
este es recolectado y filtrado. Este método es utilizado para el caso de 
las esencias de cítricos (Martínez, 2003). 
En el método de extracción con solventes volátiles, la muestra seca 
y molida se pone en contacto con solventes tales como alcohol, 
cloroformo, etc. Estos solventes solubilizan la esencia, pero también 
solubilizan y extraen otras sustancias tales como grasas y ceras, 
obteniéndose al final una esencia impura. Se utiliza a escala de 
laboratorio pues a nivel industrial resulta costoso por el valor comercial 
de los solventes, porque se obtienen esencias impurificadas con otras 
sustancias, y además por el riesgo de explosión e incendio 
característicos de muchos solventes orgánicos volátiles (Martínez, 
2003).     
En el método de enflorado o enfleurage, el material vegetal 
(generalmente flores) es puesto en contacto con un aceite vegetal. La 
esencia es solubilizada en el aceite vegetal que actúa como vehículo  
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extractor. Se obtiene inicialmente una mezcla de aceite esencial y aceite 
vegetal la cual es separada posteriormente por otros medios 
fisicoquímicos. Esta técnica es empleada para la obtención de esencias 
florales (rosa, jazmín, azahar, etc.), pero su bajo rendimiento y la difícil 
separación del aceite extractor la hacen costosa (Martínez, 2003).     
El método de extracción con fluídos supercríticos, es de desarrollo 
más reciente. El material vegetal cortado en trozos pequeños, licuado o 
molido, se empaca en una cámara de acero inoxidable y se hace circular 
a través de la muestra un líquido supercrítico (por ejemplo dióxido de 
carbono líquido), las esencias son así solubilizadas y arrastradas y el 
líquido supercrítico que actúa como solvente extractor y se elimina por 
descompresión progresiva hasta alcanzar la presión y temperatura 
ambiente, y finalmente se obtiene una esencia pura. Aunque, presenta 
varias ventajas como rendimiento alto, es ecológicamente compatible, el 
solvente se elimina fácilmente e inclusive se puede reciclar, y las bajas 
temperaturas utilizadas para la extracción no cambian químicamente los 
componentes de la esencia, sin embargo el equipo requerido es 
relativamente costoso, ya que se requieren bombas de alta presión y 
sistemas de extracción también resistentes a las altas presiones 
(Martínez, 2003). 
 
2.3.2.2. Localización de los aceites esenciales en las plantas 
Según Miller (1967), hace referencia que existen aproximadamente 2000 
especies de plantas producen aceites esenciales. Las especies que 
proporcionan mayor cantidad de aceites esenciales pertenecen a las 
Familias Labiadas, Umbelíferas, Compuestas, Mirtáceas, Laureáceas, 
Rutáceas y Pináceas. Los aceites esenciales se hallan en regiones 
circunscritas de la planta como son: raíz, tallos, hojas; son segregados 
por estructuras especializadas como los pelos glandulares, cavidades 
esquizógenas. 
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2.3.3. Radicales libres      
Los radicales libres (RL) son especies químicas con electrones 
desapareados en su capa de valencia, esta característica les permite 
participar en reacciones de cadena que comprende inicio, propagación 
y terminación. Generalmente son inestables, altamente reactivos y de 
tiempo de vida muy cortos; depende de su estructura química y del 
medio donde se producen (Suárez, 2014). 
Los radicales libres son átomos, por lo general de oxígeno, altamente 
reactivos e inestable: que se liberan cuando el alimento es metabolizado 
en nuestra célula para producir energía y son inactivos por mecanismo 
enzimático y otros de atrapamiento (Depeng, 2003). 
En el ser humano se generan radicales libres en la cadena respiratoria 
mitocondrial, cuando reacciona el peróxido de hidrógeno con el ion 
ferroso, por acción catalítica de la ciclooxigenasa, la reacción de la 
vitamina C con el ion ferroso, por acción de la NADPH reductasa, etc 
(Guija et al., 2015).  
Sin embargo, la formación de los radicales libres en los sistemas 
biológicos está también estrechamente relacionada con alteraciones 
funcionales que conducen a diversas patologías como la ateroesclerosis, 
diabetes y cáncer por citar algunos. En estos casos se trata de alteración 
de las concentraciones fisiológicas de la EROS, que en algunas 
situaciones pueden formar parte del origen de una enfermedad y en otras 
puede ser la consecuencia de ella. Hasta el momento no es fácil 
determinar el rol exacto (Suárez, 2014). 
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2.3.4. Antioxidantes 
Son sustancias capaces de neutralizar la acción oxidante de los 
radicales libres, sin perder su estabilidad electroquímica. Actúan 
donando electrones y evitando que los radicales libres los capten de las 
células. Los antioxidantes utilizados en alimentos, previenen o inhiben el 
desarrollo de la rancidez o la aparición de otros compuestos de deterioro 
debido a la oxidación (Huang 2005; Pokony et al., 2001; Shahidi et al., 
1992). 
En los seres vivientes existen sistemas de defensa antioxidante que 
tiene la propiedad de impedir la acción nociva de los radicales libres, 
habiéndose identificado compuestos con propiedades antioxidantes de 
naturaleza enzimática como la catalasa, superóxido dismutasa, glutatión 
peroxidasa, etc., como sustancias no enzimáticas: ácido ascórbico, 
vitamina E, ferritina, ceruloplasmina, polifenoles, antocianinas (Guija et 
al., 2015). 
 
2.3.4.1. Antioxidantes naturales 
Actualmente existen diversos estudios epidemiológicos que vinculan la 
ingesta de una dieta rica en frutas y verduras con un disminuido riesgo 
de padecer enfermedades cardiovasculares, cáncer, aterosclerosis, 
artritis, etc., y ello debido a que dichos alimentos tienen un elevado 
contenido de polifenoles, flavonoides, antocianinas, vitamina C, vitamina 
E, β-caroteno, licopeno (Riccioni et al., 2007 y Paredes et al., 2010).   
Se conocen que las sustancias naturales son más inocuas que las 
realizadas por síntesis y es así que se está buscando en las fuentes 
naturales nuevas sustancias con propiedades antioxidantes que puedan 
reemplazar a los antioxidantes sintéticos. Entre los antioxidantes 
sintéticos más usada en la industria alimentaria que estabilizan y 
protegen las grasas vegetales y animales tenemos al Butil hidroxitolueno  
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(BHT), Butil hidroxianisol (BHA), Terbutil hidroquinona (TBHQ) y el 
Galato de propilo (PG) (Shahidi et al., 1992; International Life Sciences 
Institute,1996).  
Las plantas superiores tienen un alto contenido de antioxidantes, como 
vitamina C, vitamina E, vitamina B, carotenos, flavonoides entre otros, 
compuestos que tienen la propiedad de reaccionar con los radicales 
libres y evitar de esta manera el efecto nocivo que puedan causar a las 
células (Cao y Prior, 2000).  
 
2.3.4.2. Actividad antioxidante de aceites esenciales 
Los aceites esenciales poseen actividad antioxidante. Los terpenos 
fenólicos, ácido camosoico, camosol, rosmarindifenol y rosmarinquinona 
componentes del aceite esencial de Rosmarinus officinalis y Salvia 
officinalis muestran actividad antioxidante (García BL, 2001; Ruberto G, 
2000)  
Los aceites esenciales a través de numerosas investigaciones están 
demostrando que tiene actividad antioxidante, así, en  un estudio sobre 
la actividad antioxidante in vitro de los aceites esenciales de  Origanum 
vulgare L.(orégano), Rosmarinus officinalis L.(romero) y Coriandrum 
sativum L.(cilantro),en emulsiones de agua en aceites (Ag/Ac) y aceite 
de agua (Ac/Ag),sometidas al deterioro oxidativo por medio de la 
radiación ultravioleta, se demostró que en la emulsión de Ag/Ac, el aceite 
esencial de orégano presento actividad antioxidantes superior a la del 
cilantro y el romero, e incluso a la de la vitamina E y así mismo; él aceite 
esencial de orégano presento una acción protectora más baja en la 
emulsión de Ac/Ag (Tafur, 2005).  
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2.3.4.3. Estrés oxidativo y antioxidante 
Cuando la defensa antioxidante es insuficiente para proteger al 
organismo del efecto dañino de los radicales libres puede conducirlo al 
estrés oxidativo, condición que está estrechamente vinculada a una gran 
diversidad de patologías como la psoriasis, cáncer, diabetes mellitus, 
aterosclerosis, cataratas, hipertensión arterial (Lee et al., 2004 y Pharm-
Huy et al., 2008). 
El estrés oxidativo ocurre cuando el balance de reacciones pro-oxidantes 
y antioxidantes es alterado por un exceso de EROs. Este desbalance 
tiene consecuencias citopatológicas que incluyen modificaciones en las 
proteínas, lípidos y ADN, produciendo lipoperoxidación, oxidación de los 
grupos sulfhidrilos de las proteínas y fragmentación o formación de 
enlaces covalentes cruzado en las ribonucleoproteínas, entre otros. 
 
Las causas de este desbalance pueden ser de origen interno y externo. 
El ambiente de la mayor parte de los organismos no suele ser constante, 
todo organismo cuenta entonces con un potencial de defensa que le 
permite resistir a los estresores del medio ambiente. 
 
Los diversos agentes estresantes pueden ser químicos, físicos y 
biológicos. En el caso de los químicos pueden ser orgánicos o 
inorgánicos, tienen diferentes modos de acción, pero los diversos 
agentes suelen tener un efecto común: su asociación al daño oxidativo 
en las células. 
Las respuestas del organismo a estas injurias involucran una serie de 
estrategias como la regulación de proteínas antioxidantes (superóxido 
dismutasas, peroxidasas, catalasa, glutatión peroxidasa), enzimas de 
reparación de daños oxidativos (metionina sulfóxido dismutasas). 
También forma parte de las estrategias, un grupo de biomoléculas de 
bajo peso molecular. Estas biomoléculas son de tipo endógenas 
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(gluatatión, ácido úrico,bilirrubina en el hombre) y exógenas (oxigenados 
como los polifenoles, a este grupo pertenecen los flavonoides, ácido 
ascórbico, tocoferoles; nitrogenados como algunos alcaloides y algunos 
azufrados) generalmente de fuente vegetal con capacidad antioxidante 
(Baud, 2004) 
 
2.3.5.  Candida albicans 
 
2.3.5.1. Género Candida 
Existen unas 200 especies de Candida, sólo 10 se han descrito 
asociados a enfermedades. En 80% de los casos, sigue siendo el 
microorganimo predominante en las infecciones. La más frecuente, es 
Candida albicans, que supone entre el 60 – 80% del total causante de la 
enfermedad. (Sádaba et al., 2004). 
Las infecciones por especies del género Candida y especialmente por 
Candida albicans, han aumentado en las últimas tres décadas. La zona 
más frecuentemente afectada son los pliegues cutáneos donde la 
humedad crea un hábitat adecuado para su supervivencia. Se puede 
manifestar como: intertrigo de grandes pliegues, erosión interdigital, 
candidiasis del pañal, foliculitis, onicomicosis candidiásica con 
parinoquia y perionixis (Kim, 2011).   
Las especies de Candida crecen bien en medios de cultivo con agar, 
peptona, dextrosa, maltosa o sacarosa, Agar Sabouraud.  
 
2.3.5.2. Descripción de la especie Candida albicans 
La Candida albicans normalmente se encuentra en pequeñas cantidades 
en la vagina, boca, tracto digestivo y en la piel. Bajo circunstancias 
normales no causa ningún daño, vive en equilibrio con las otras bacterias 
en el cuerpo. Su crecimiento está controlado por las defensas del cuerpo  
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(Sistema inmune; que ayuda a regular el equilibrio ácido) y por los demás 
miembros de la flora. Una dieta sana es la clave para prevenir 
infecciones denominadas candidiasis que se presenta bajo diversas 
formas clínicas: digestiva, neumonías, fungemias, endocarditis. También 
puede ser dañino si se encuentra en otras partes tales como: La vagina, 
ingle, oídos, debajo de las uñas, dobleces de la piel, cavidades de los 
dientes y en la zona digestiva. ( Lobos, 1997) 
La Candida albicans suele presentarse como una célula oval 
levaduriforme de 2 a 4 micras, con paredes finas; sin embargo, se han 
identificado formas filamentosas de longitud variable(Volk et al., 1989 y 
Webb et al., 1998). La pared celular compuesta principalmente por los 
polisacáridos: Manán, Glucán y Quitina (Pierce et al., 1978). La 
membrana citoplasmática es una estructura que reviste gran 
importancia, está presenta una doble capa de lípidos y posee 
invagaciones. Además contiene las enzimas responsables de la síntesis 
de la pared celular (Pardi y Cardozo, 2002). 
 
 
                       
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Candida albicans   Figura 6. Candida albicans  
Levaduriforme                filamentosa 
Fuente. Imágenes tomadas de Lozano Chiu (1994) 
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2.3.5.3.  Actividad antifúngica de aceites esenciales 
En un estudio sobre la evaluación de la actividad antifúngica del aceite 
esencial de Origanum vulgare L. sobre Aspergillus niger, Aspergillus 
flavus y Candida albicans; se demostró que tiene esta actividad, debido 
posiblemente a la presencia de compuestos químicos fenólicos como el 
timol y el carvacrol en su composición química (Anchante, 1998). El 
aceite esencial obtenido de Zengiber officinali ”jengibre” basado en  su 
composición química de monoterpenos y sesquiterpenos, se estimó que 
puede ejercer una acción antimicrobiana sobre algunos 
microorganismos como Bacillus cereius, Staphylococcus aureus y 
Staphylococcis faecalis (Vásquez, 2001). 
Al realizar el estudio del Eucalyptos globulus “eucalipto” se obtiene aceite 
esencial, extractos e infusiones con actividad antifúngica, a 
concentraciones entre el 54% y el 95% del componente activo 1,8-cineol 
(World Health Organization, 2002). 
De la Cruz P. (2012) reportó que los aceites esenciales de las especies 
Piper Carpunya (Carpundia), Piper lineatum (Matico) y Piper acutifolium 
(Matico rojo) tiene propiedades antimicóticas y antimicrobianas. 
El aceite esencial de Minthostachys mollis “muña” demostró actividad 
antimicótica in vitro frente a las cepas de Candida albicans a las 
concentraciones de 50 y 100 por ciento y frente a los dermatofitos 
Microsporum canis, trichophytom mentagrophytes y Trichophytom 
tonsurans; son sensibles en los volúmenes de 5 y 50 mL; encontrándose 
en el aceite esencial los siguientes componentes químicos: Pulegona, 
mentona y limoneno (Cano, 2007). 
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CAPÍTULO 3: METODOLOGÍA 
 
3.1 Materiales, Reactivos y Equipos  
 
3.1.1. Materiales 
 
- Embudo de decantación 
- Embudo simple 
- Probeta florentino 
- Tubos de ensayo 
- Vaso Beaker 
- Fiolas 
- Microplacas 
- Placas Petri 
- Cubeta espectrofotométrica 
- Micropipetas 
 
3.1.2. Reactivos 
 
           Fueron adquiridos de las casas Merck y Sigma 
- Agua destilada 
- Metanol 
- Etanol 
- n-hexano 
- Butanol 
- Sulfato de sodio anhidro 
- Trolox: Ácido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-carboxílico 
- DPPH: 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo 
- ABTS•+ : 2,2-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato) 
- Persulfato de potasio 
- Agar dextrosa Sabouraud  
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- Escala de Mac Farland 
- Dimetilsulfóxido (DMSO) 
 
3.1.3. Equipos 
 
- Balanza analítica Mettler. Sensibilidad 0,1 mg 
- Potenciómetro Orion. Modelo SA720 
- Picnómetro de 1 mL. 
- Refractómetro Carl Seizz. Modelo 74078 
- Hidroextractor de destilación de acero inoxidable 
- Cromatógrafo de Gases / Espectometría de Masas (CG/EM) marca 
   SHIMADZU , modelo SHIMADZU GC-2010 Plus 
- Espectrofotómetro: Espectro UV. VIS Double Beam PC. 
- Estufa Memmert 
 
3.1.4. Material biológico 
 
Hojas frescas de Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts “panizara” 
 
3.1.5 Microorganismo de ensayo  
 
Candida albicans ATCC 10231 
 
3.2. Instituciones donde se ejecutó la investigación 
 
La obtención del aceite esencial y el análisis preliminar, se realizó en el 
Laboratorio de Química Orgánica, del Instituto de Ciencias 
Farmacéuticas y Recursos Naturales “Juan de Dios Guevara” de la 
Facultad de Farmacia y Bioquímica de la UNMSM. El análisis 
fisicoquímico se llevó a cabo en el Laboratorio de Fisicoquímica de la 
Facultad de Farmacia y Bioquímica de la UNMSM. La elucidación de 
los componentes químicos del aceite esencial se realizó en el 
Laboratorio LABICER de la Facultad de Ciencias de la Universidad  
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Nacional de Ingeniería. La investigación de la actividad antioxidante se 
efectuó en el Laboratorio de Química Orgánica, del Instituto de Ciencias 
Farmacéuticas y Recursos Naturales “Juan de Dios Guevara” de la 
Facultad de Farmacia y Bioquímica de la UNMSM. El estudio de la 
determinación antifúngica se realizó en el Instituto de Química 
Biológica, Microbiología y Biotecnología “Marco Antonio Garrido Malo” 
de la Facultad de Farmacia y Bioquímica de la UNMSM. 
 
3.3. Tipo y diseño de la investigación 
 
El presente trabajo de investigación pertenece al tipo analítico, 
experimental, prospectivo y longitudinal. 
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3.4. Diseño del trabajo experimental 
 
 
Figura 7. Flujograma del trabajo experimental 
 
 
3.4.1. Colecta y clasificación taxonómica de la especie vegetal 
 
Las hojas de Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts “panizara” fueron 
recolectadas en el distrito de Huacaschuque, provincia de Pallasca, capital 
Cabana, región Ancash ubicada a 3100 metros de altitud, durante el mes de 
Diciembre del 2014. La clasificación taxonómica se realizó en el Museo de 
Historia Natural de la UNMSM. 
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3.4.2. Procesamiento de la muestra 
 
Las hojas se desecaron bajo sombra a temperatura ambiente promedio 
20 °C, en el distrito de Huacaschuque, provincia de Pallasca, capital 
Cabana, región Ancash, durante 08 días, hasta obtener una muestra 
seca que fácilmente se trituró al frotar con la mano, luego se les colocó 
dentro de bolsas de papel kraft para su traslado a Lima. 
 
3.4.3. Obtención del aceite esencial 
 
A 5 Kg de hojas secas fueron tratadas en un equipo de acero inoxidable 
y sometido a destilación por arrastre de vapor de agua. El destilado se 
separó tomando en cuenta sus propiedades de inmiscibilidad y 
diferencia de densidades entre el agua y el aceite esencial, utilizando 
una pera de separación, se deshidrató las impurezas de agua en el 
aceite esencial con sulfato de sodio anhidro grado reactivo, con 
posterior filtración y conservación del aceite esencial en un frasco de 
vidrio de color ámbar bajo refrigeración a una temperatura de 4°C. 
 
3.4.4. Rendimiento del aceite esencial  
 
Para la determinación del rendimiento se realizó con el volumen de 
destilado del aceite esencial obtenido en la probeta florentino. Por el 
método gravimétrico-volumétrico se determinó el porcentaje de 
Rendimiento de Aceite Esencial (%RAE) con la siguiente expresión: 
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3.4.5. Análisis preliminar y fisicoquímico 
 
Se realizó el análisis organoléptico y la solubilidad del aceite esencial 
utilizando diversos solventes orgánicos. Asimismo, se realizó el 
análisis fisicoquímico determinándose las principales constantes 
físicas: densidad por picnometría, pH por potenciometría, índice de 
refracción por refractometría. se realizaron por triplicado según las 
técnicas estandarizadas de la Official Methods of Analysis of AOAC 
INTERNATIONAL, 20th Edition (2016) 
 
 
3.4.6. Determinación de los componentes químicos del aceite esencial 
 
Para la separación e identificación de los componentes químicos, se 
utilizó un Cromatógrafo de Gases acoplado a un Espectrómetro de 
Masas (CG/EM) SHIMADZU , modelo : SHIMADZU, GC-2010 Plus; en 
las siguientes condiciones: Columna RESTEK, RTX-5MS 30 m de 
largo; 0,25 mm de diámetro interno; tamaño de poro 0,25 μm, 
temperatura inicial 60°C, con un tiempo de espera de 60 minutos para 
llegar a una temperatura final 230º C, la temperatura de  inyección: 250 
°C, volumen de inyección: 10 μL. El gas Carrier utilizado fue el Helio. 
La detección y elucidación de los componentes químicos fue por 
comparación con los estándares de espectros de masas de las 
respectivas bibliotecas. Esta técnica es muy común para la 
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determinación química de aceites esenciales (Masada, 1997; Soto et 
al., 2013). 
 
 
3.4.7. Determinación de la actividad antioxidante 
 
Se realizó utilizando el método de captación del radical 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH) y el método de captación del radical ABTS•+ (2,2-
azinobis[3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato]) 
 
3.4.7.1 Método de captación del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) 
(Joyeux, 1995) 
 
El 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) es un radical libre estable, presenta 
una coloración púrpura con absorbancia a 517 nm. Las sustancias 
atrapadoras de radicales libres (donadores de H) reaccionan con este 
compuesto y producen la desaparición del color. La reacción es 
seguida midiendo la disminución de la absorbancia a 517 nm. Los 
resultados se pueden expresar como IC50, % de inhibición, % de 
actividad antirradicalaria o equivalentes a Trolox o a vitamina C. 
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Figura 8. Estructura del DPPH antes y después de la reacción con el 
antioxidante  
Fuente: Imagen tomada de Alam (2012) 
 
Preparación de la muestra 
 
a) Se preparo las diluciones del aceite esencial de panizara a las 
siguentes concentraciones: 163; 326; 652; 1000; 1666,667 y 
2333,333 µg /mL.  
 
             Preparación de la solución de DPPH 
 
Se preparó una solución de DPPH (250 µg/mL.) en metanol , se midió 
su absorbancia a 517nm ajustando esta entre 0,600 y 0,700. 
la solución se guardó en un frasco de vidrio ámbar y en refrigeración. 
  
Preparación de la solución de Trolox 
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Se preparó una solución hidroalcohólica de Trolox a una 
concentración 36 μg/mL, a partir de esta solución inicial se procedió a 
preparar diluciones con las siguientes concentraciones: 10,0; 7,2; ,3,6 
y 1,2 μg/mL.  
 
Procedimiento 
 
a) Se calibró el espectrofotómetro con un blanco que contenía 400 
μL de etanol absoluto y 800 μL de metanol. 
 
b) Se colocó en un tubo de ensayo 400 μL del aceite esencial de 
panizara a las diferentes concentraciones preparadas y 800 μL de 
la solución de trabajo de DPPH. 
 
 
 
c) Se dejó en reposo durante 30 minutos alejado de la luz. 
 
d) Las absorbancias se leyeron en un espectrofotómetro de luz UV-
Visible a una longitud de onda de 517 nm. 
 
e) Se prepara una curva patrón del Trolox. 
 
Además, se realizó un control de DPPH en donde se reemplazó el 
aceite esencial de panizara por su solvente (etanol). Cada ensayo se 
realizó por triplicado.  
 
Tabla 1. Preparación de los tubos para el ensayo del DPPH 
 Blanco Control Muestra Trolox 
Metanol(mL) 0,8 - - - 
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Solvente A.E. Etanol 
(mL) 
0,4 0,4 - - 
A.E. Panizara (mL) - - 0,4 - 
Trolox (mL) - - - 0,4 
DPPH (mL) - 0,8 0,8 0,8 
 
El porcentaje de inhibición se calculó de acuerdo a la siguiente 
fórmula: %�݊ℎ�ܾ�ܿ�ó݊= ሺ�ܾݏ. ݈݀݁ ܿ݋݊ݐݎ݋݈ − �ܾݏ. ݀݁ ݈ܽ ݉ݑ݁ݏݐݎܽ ݌ݎ݋ܾ݈݁݉ܽሻ�ܾݏ. ݈݀݁ ܿ݋݊ݐݎ݋݈ � ͳͲͲ  
*Abs= Absorbancia  
 
 
3.4.7.2.- Método de captación del radical ABTS•+ (2,2-azinobis[3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonato]) (Re,1999) 
 
El radical ABTS•+ es preparado por la oxidación del ABTS con 
persulfato de potasio. La formación del radical está centrado en el 
nitrógeno exhibe un intenso color verde.  
Cuando se coloca frente a una sustancia estabilizadora de radical 
libre, el radical ABTS•+  se decolora. Al igual que el DPPH es útil para 
muestras de variada polaridad. Su máximo de absorbancia es a 734 
nm.  
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Figura 9. Estructura del ABTS•+  (antes y después de la reacción con el 
antioxidante)  
Fuente. Imagen tomada de Zuleta et al (2009) 
 
 
 
Preparación de la muestra 
a) Se preparo las diluciones del aceite esencial de panizara a las  
siguientes concentraciones: 2,5; 5,0; 10,0 y 20,0 μg/mL.  
 
Procedimiento 
a)  Preparación del reactivo: se realizó la activación del radical ABTS•+, 
preparando una solución acuosa stock de ABTS 7 mM y añadiéndole  
persulfato de potasio para una concentración final de 2,45 mM.  
b)  Se deja reaccionar durante 16 horas a temperatura ambiente y en 
oscuridad.  
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c)  Luego de la activación, se diluye con etanol hasta obtener una 
absorbancia de 0,70±0,05 a 734 nm.  
d)   A un volumen de 180 μL de la dilución del radical ABTS•+  se le 
adiciona 20 μL de la muestra de aceite esencial y se incuba a 
temperatura ambiente durante 7 minutos en la oscuridad. 
e) Transcurrido este tiempo se determina 
espectrofotométricamente la desaparición del radical ABTS•+  a 734 
nm en el espectrofotómetro de luz UV  
 
3.4.8. Evaluación de la actividad antifúngica del aceite esencial 
frente a Candida albicans 
Se empleó el Método de difusión en Agar. 
Método de Difusión en agar (Rojas, 2003) 
Fundamento 
 
Esta prueba se basa en la inhibición del crecimiento fúngico, mediante 
la difusión de las sustancias activas en un medio sólido y se evidencia 
por la formación de halos claros alrededor de las colonias. 
 
Microorganismo 
Candida albicans ATCC 10231, del laboratorio de Microbiología del 
Instituto de Química Biológica, Microbiología y Biotecnología “Marco 
Antonio Garrido Malo” de la Facultad de Farmacia y Bioquímica, 
UNMSM. 
 
Muestra 
Aceite esencial de las hojas de Clinopodium pulchellum (Kunth) 
Govaerts “panizara” en concentraciones de 100; 75; 50 y 25 por ciento. 
Utilizando como diluyente alcohol etílico de 96°. 
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Preparación del inóculo 
Para la preparación de la suspensión del inóculo, se utilizó a la Candida 
albicans crecidos en agar dextrosa Sabouraud por 48 h. Luego se 
suspende al microorganismo en solución salina 0,85% estéril y se 
ajusta la turbidez al equivalente al tubo 0,5 de la escala de McFarland. 
 
Preparación e inoculación de las placas 
El medio agar dextrosa de Sabouraud previamente reconstituido, 
esterilizado, enfriado y mantenido a 45 °C, se procede a inocular con 1 
mL de suspensión del inóculo (1 x106 ufc/mL) por cada 100 mL de 
medio de cultivo, homogenizado y distribuido en placas Petri de vidrio 
estéril de 90 mm de diámetro. Se deja solidificar y se rotula con el 
nombre del microorganismo. Finalmente se hace pozos con la ayuda 
de un sacabocado de acero de 11 mm de diámetro externo, en cada 
placa se hizo 2 ó 3 pozos equidistantes.  
 
 
 
 
Inoculación e incubación de la muestra 
Se procederá a colocar 100 μL del aceite esencial en las 
concentraciones señaladas anteriormente en los pozos, se deja 
reposar por 30 minutos a temperatura ambiente y se lleva a incubación 
a 37°C por 24 horas. 
 
Control negativo 
Se utilizó etanol 96° 
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Control positivo 
Se utilizó discos de susceptibilidad con nistatina 0,2 μg 
 
Lectura e interpretación de los resultados 
Se observa las zonas claras de inhibición del crecimiento (halos) y se 
mide los diámetros en mm. Se considera que tiene una actividad 
antifúngica significativa a un halo de inhibición mayor a 18mm.   
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CAPÍTULO 4: RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
 
4.1. Resultados 
 
4.1.1. Extracción del aceite esencial de  Clinopodium pulchellum 
(Kunth) Govaerts “panizara” 
 
Con la aplicación del método de destilación con arrastre de vapor de 
agua, se obtuvo un rendimiento de 0,58 mL %v/p. 
 
4.1.2.  Análisis preliminar y constantes fisicoquímicas (ver tabla 2) 
 
 
Tabla 2. Análisis preliminar y constantes físicas de Clinopodium pulchellum 
(Kunth) Govaerts “panizara” 
DETERMINACIONES RESULTADOS 
Análisis organoléptico Líquido oleoso, ligeramente 
amarillo,aromático, agradable y 
altamente volátil 
Solubilidad Insoluble en agua, ligeramente soluble 
en metanol, soluble en etanol, n-
hexano y éter etílico. 
Constantes físicas Densidad (21°C): 0,978 
pH (21°C): 5,60 
Índice de refracción(21°C):1,475 
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4.1.3. Determinación de la composición química del aceite esencial de   
Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts “panizara” 
 
 
En el análisis del aceite esencial realizado por Cromatografía de Gases 
/ Espectrometría de Masas (CG/EM), se identificó 44 componentes 
químicos que se presentan en la figuras 10, 11, 12  y tablas 3 y 4. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10. Primera parte del Cromatográma de Gas del aceite esencial de 
Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts “panizara” de 3 a 20 minutos 
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Figura 11. Segunda parte del Cromatográma de Gas del aceite esencial de 
Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts“panizara”de 20 a 40 minutos 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12. Tercera parte del Cromatográma de Gas del aceite esencial de 
Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts “panizara” de  40 a 60 minutos 
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Tabla 3. Primera parte  de la composición química del aceite esencial de 
Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts “panizara” determinado por 
Cromatografía de Gases / Espectrometría de Masas (CG/EM)    
COMPONENTES QUÍMICOS Tiempo de 
Retención 
T.R (minutos) 
 
 
Altura Altura % 
2-Etil furano 3,058 100455 0,27 
2,5-Norbornadieno 4,182 23584 0,06 
2-Metil butanoato de metilo 4,401 72198 0,19 
2,4-Dimetil hexano 4,945 49307 0,13 
2-Metil butanoato de etilo 6,858 42290 0,11 
3-Metil butanoato de etilo 7,000 50664 0,13 
Acetato de (2-metil) butilo 8,370 115915 0,31 
1,7,7-trimetil Triciclo [2.2.1.0(2,6)] heptano 11,060 56421 0,15 
2-metil-5-(1-metiletil) biciclo [3.1.0] 2-
hexeno  
11,576 
1805474 4,80 
Alfa-pineno 12,088 3130204 8,32 
Canfeno 13,389 1120270 2,98 
  Beta-felandreno 16,306 3113037 8,27 
Beta-pineno 16,481 1097395 2,92 
Beta-mirceno 19,109 2621874 6,96 
1-Metil-4-(1-metiletilideno) ciclohexeno 
(terpinoleno) 22,633 
215551 0,57 
O-cimeno 24,180 37016 0,10 
D-Limoneno 24,858 647142 1,72 
Eucaliptol 25,106 1592590 4,23 
trans-beta-Ocimeno 27,879 84420 0,22 
3,7-dimetil- 1,3,6-octatrieno (Z-ocimeno) 30,124 687356 1,83 
gamma-Terpineno 31,578 218128 0,58 
2-metil-5-(1-metiletil)-, (1.alfa.,2.alfa.,5.alfa) 
biciclo [3.1.0] 2-hexanol 32,948 
115002 0,31 
2-Careno 35,821 83842 0,22 
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Tabla 4. Segunda parte de  la composición química del aceite esencial de 
Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts “panizara” determinado por 
Cromatografía de Gases / Espectrometría de Masas (CG/EM)    
COMPONENTES QUÍMICOS Tiempo de 
Retención 
T.R (minutos) 
 
 
Altura Altura % 
2-metil-5-(1-metiletil)-(1.alfa.,2.beta.,5.alfa) 
biciclo [3.1.0] 2-hexanol  36,935 
 
138015 
 
0,37 
1,3,3-trimetil-2-etenil ciclohexeno 37,538 17631090 46,84 
Linalool 37,667 1309503 3,48 
2-metil butanoato de (2-metil) butilo 38,107 158812 0,42 
3-metil butanoato de (2-metil) butilo 38,562 39370 0,10 
acetato de 3-octilo 40,044 71801 0,19 
6,6-dimetil- 2-metileno-[1S-
(1.alfa.,3.alfa.,5.alfa)] Biciclo [3.1.1] 3-
heptanol 
40,355 
45852 0,12 
Citronelal 41,979 58658 0,16 
Endo-borneol 42,490 68712 0,18 
Terpinen-4-ol 43,286 148279 0,39 
4-metil-1-(1-metiletil) ciclohexeno           
(p-menteno) 43,496 
35138 0,09 
alfa-terpineol 44,241 88030 0,23 
6,6-dimetil biciclo [3.1.1] 2-hepten-2-
carboxaldehído 
44,442 
58615 0,16 
6,6-dimetil biciclo [3.1.1] 2-hepten-2-ol 44,589 34011 0,09 
4-(1-metiletil) benzaldehído 
(cuminaldehído) 44,872 
85912 0,23 
Acetato de linalilo 48,019 81757 0,22 
3,7-dimetil-6-en octato de metilo 48,292 32516 0,09 
Acetato de bornilo 49,374 77842 0,21 
3,7-dimetil-2,6-dien octato de metilo 
(Geranato de metilo) 51,193 
163103 0,43 
Cariofileno 55,069 174553 0,46 
Germacreno D 57,444 62004 0,16 
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4.1.4 Espectros de los componentes químicos del aceite esencial de    
Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts “panizara” 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 13. Espectro de la estructura del 2-etil furano 
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Figura 14. Espectro de la estructura 2,5-norbornadieno 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 15. Espectro de la estructura del 2-metil butanoato de metilo 
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Figura 16. Espectro de la estructura del 2,4-dimetil hexano 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 17. Espectro de la estructura del 2-metil butanoato de etilo 
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Figura 18. Espectro de la estructura del 3-metil butanoato de etilo 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 19. Espectro de la estructura del acetato de (2-metil) butilo 
48 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 20. Espectro de la estructura del 1,7,7-trimetil triciclo [2.2.1.0(2,6)                           
heptano  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 21. Espectro de la estructura del  2-metil-5-(1-metiletil) biciclo [3.1.0] 2-
hexeno  
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Figura 22. Espectro de la estructura del alfa-pineno 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 23. Espectro de la estructura del canfeno 
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Figura 24. Espectro de la estructura del beta-felandreno 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 25. Espectro de la estructura del beta-pineno 
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Figura 26. Espectro de la estructura del beta-mirceno 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 27. Espectro de la estructura del 1-metil-4-(1-metiletilideno) 
ciclohexeno (terpinoleno) 
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Figura 28. Espectro de la estructura del O-cimeno 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 29. Espectro de la estructura del D-limoneno 
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Figura 30. Espectro de la estructura del eucaliptol 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 31. Espectro de la estructura del trans-beta-ocimeno 
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Figura 32. Espectro de la estructura del 3,7-dimetil- 1,3,6-octatrieno (Z-
ocimeno) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 33. Espectro de la estructura del gamma-terpineno 
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Figura 34. Espectro de la estructura del 2-metil-5-(1-metiletil)-, 
(1.alfa.,2.alfa.,5.alfa) biciclo [3.1.0] 2-hexanol  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 35. Espectro de la estructura del 2-careno 
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Figura 36. Espectro de la estructura del 2-metil-5-(1-metiletil)-, 
(1.alfa.,2.beta.,5.alfa) biciclo [3.1.0] 2-hexanol   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 37. Espectro de la estructura del 1,3,3-trimetil-2-etenil ciclohexeno 
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Figura 38. Espectro de la estructura del linalool 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 39. Espectro de la estructura del 2-metil butanoato de (2-metil) butilo 
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Figura 40. Espectro de la estructura del 3-metil butanoato de (2-metil) butilo 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 41. Espectro de la estructura del acetato de 3-octilo 
 
 
59 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 42. Espectro de la estructura del 6,6-dimetil- 2-metileno-[1S-
(1.alfa.,3.alfa.,5.alfa)] biciclo [3.1.1] 3-heptanol 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 43. Espectro de la estructura del citronelal 
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Figura 44. Espectro de la estructura del endo-borneol 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  Figura 45. Espectro de la estructura del terpinen-4-ol 
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Figura 46. Espectro de la estructura del 4-metil-1-(1-metiletil) ciclohexeno        
(p-menteno) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 47. Espectro de la estructura del alfa-terpineol 
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Figura 48. Espectro de la estructura del 6,6-dimetil biciclo [3.1.1] 2-hepten-2-
carboxaldehído  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 49.Espectro de la estructura del 6,6-dimetil biciclo [3.1.1]2-hepten-2-ol 
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Figura 50. Espectro de la estructura del 4-(1-metiletil) benzaldehído 
(cuminaldehído)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 51. Espectro de la estructura del acetato de linalilo 
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 Figura 52. Espectro de la estructura del 3,7-dimetil-6-en- octato de metilo 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 53. Espectro de la estructura del acetato de bornilo 
65 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 54. Espectro de la estructura del 3,7-dimetil-2,6-dien- octato de metilo 
(geranato de metilo) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 55. Espectro de la estructura del cariofileno 
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Figura 56. Espectro de la estructura del germacreno D 
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4.1.5. Determinación de la actividad antioxidante del aceite esencial de 
Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts “panizara”  
 
 
4.1.5.1. Método del DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)  
 
Los resultados obtenidos se presentan en la tabla 5 de los ensayos de 
la actividad antioxidante del aceite de panizara y Trolox 
 
 
Tabla 5. Resultados de la actividad antioxidante del aceite esencial de 
panizara y Trolox por el método del DPPH 
 
 El IC50 obtenido para el aceite esencial de panizara fue de 2288,31 
µg/mL  y 3,8 µg/mL para el Trolox .(Ver figuras 57 y 58) 
Muestra Concentración 
(µg/mL) 
Promedio 
Absorbancia  a 
517 nm 
% Inhibición   
DPPH 
Blanco 0 0,701 0 
Trolox 1,2 0,603 14,03 
3,6 0,322 54,00 
7,2 0,071 89,90 
 
 
Aceite esencial 
de panizara 
163 0,459 2,559 
326 0,441 6,306 
652 0,404 14,173 
1000 0,361 23,261 
1666,667 0,288 38,805 
2333,333 0,241 48,834 
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Figura 57.Gráfica de dispersión entre el porcentaje de actividad antioxidante 
versus concentraciones del aceite esencial de Clinopodium pulchellum 
(Kunth) Govaerts “panizara” 
 
 
 
 
 
Figura 58. Gráfica de dispersión entre el porcentaje de actividad 
antioxidante versus las concentraciones del Trolox 
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4.1.5.2.  Método del radical ABTS•+  (2,2-azinobis[3-etilbenzotiazolina-6-
sulfonato]) 
 
Los resultados obtenidos se presentan en la tabla 6 de los ensayos de 
la actividad antioxidante del aceite esencial de panizara y Trolox 
 
 Tabla 6. Resultados de la actividad antioxidante del aceite esencial de 
panizara y Trolox por el método del radical ABTS•+. 
 
 El  IC50 obtenido para el aceite esencial de panizara fue de 30,87 
µg/mL  y 17,04 µg/mL para el Trolox . (Ver figuras 59 y 60) 
            
 
 
 
 
 
 
Muestra Concentración 
(µg/mL) 
Promedio 
Absorbancia  a 
734 nm 
% Inhibición   
ABTS•+ 
Blanco 0 0,689 0 
Trolox 
 
 
1,2 0,610 12,14 
3,6 0,561 19,20 
7,2 0,522 24,78 
10,0 0,457 34,23 
 
 
Aceite esencial 
de panizara 
2,5 0,640 7,067 
5,0 0,618 10,381 
10,0 0,564 18,096 
20,0 0,466 32,434 
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Figura 59.Gráfica de dispersión entre el porcentaje de actividad antioxidante 
versus concentraciones del aceite esencial de Clinopodium pulchellum 
(Kunth) Govaerts “panizara” 
 
 
Figura 60. Gráfica de dispersión entre el porcentaje de actividad antioxidante 
versus concentraciones del Trolox 
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4.1.6.  Evaluación de la actividad antifúngica del aceite esencial  frente a  
Candida albicans 
Los resultados obtenidos se clasificaron de acuerdo a las concentraciones 
utilizadas del aceite esencial. (Ver tabla 7) 
 
Tabla 7. Resultados de la actividad antifúngica del aceite esencial de 
Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts “panizara” frente a  Candida 
albicans empleando el método de difusión en agar  
 
MUESTRA CONCENTRACIÓN Candida albicans 
(halos de inhibición en mm) 
 
Aceite esencial de  
Panizara 
 
 
100% 25 
75% 23 
50% 21 
25% 16 
Control positivo Nistatina 38 
Control negativo 
 
Etanol 96° Inactivo 
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4.2. Discusión 
 
 
A partir de 5 kg de hojas frescas de Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts 
“panizara”, proveniente del distrito de Huacaschuque, provincia de Pallasca, 
capital Cabana, región Ancash, se obtuvo un rendimiento del 0,58 por ciento 
v/p; mientas que Carhuapoma et al. (2014), reportó un rendimiento del aceite 
esencial de panizara del 1,00 por ciento v/p , esta diferencia  puede deberse 
a  diversos factores, como ecológicos, climáticos y edafológicas que influyen 
en el rendimiento y en la calidad del aceite esencial (Crop & Food Research, 
2001) 
 
Stashenko (2009), aclara que el rendimiento del aceite esencial es una 
característica trascendental desde el punto de vista económico y de 
rentabilidad del proceso de su obtención, puede variar desde 0,01% hasta el 
4%; al comparar con nuestro resultado podemos indicar que el rendimiento 
obtenido es óptimo ya que  se encuentra dentro del rango. 
 
Los datos obtenidos en el análisis preliminar y las constantes fisicoquímicas 
del aceite esencial de panizara como la solubilidad, densidad, índice de 
refracción y el pH, indican que presentan características fisicoquímicas 
propias de los aceites esenciales (Domínguez, 1985).  
 
La densidad obtenida del aceite esencial de las hojas de “panizara” a 21°C 
fue de 0,978 g/mL, siendo el valor cercano a lo reportado en el estudio del 
aceite esencial de Satureja pulchella “panizara” realizado por Carhuapoma et 
al. (2014) de 0,980 g/mL.  
 
El índice de refracción obtenido a 21°C fue 1,475; resultado inferior a lo 
encontrado por Carhuapoma et al. (2014) de 1,494; debemos considerar que 
de acuerdo a lo reportado por Pérez (2006), los aceites esenciales poseen un 
índice de refracción promedio de 1,50. 
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En cuanto a la composición química determinada por Cromatografía de Gases 
y Espectrometría de Masas (CG/EM), se han elucidado 44 compuestos 
químicos según lo reportado en la tablas 3 y 4, conformados por 15 
hidrocarburos monoterpénicos como alfa-pineno , canfeno, beta-felandreno, 
beta-pineno, beta-mirceno, 1-metil-4-(1-metiletilideno) ciclohexeno 
(Terpinoleno), ocimeno, D-limoneno, trans-beta-ocimeno, 3,7-dimetil-1,3,6-
octatrieno-(Z) [(Z)-Ocimeno], gamma-terpineno, 2-careno, 4-metil-1-(1-
metiletil) ciclohexeno (p-menteno), 1,7,7-trimetil Triciclo [2.2.1.0(2,6)] heptano, 
2-metil-5-(1-metiletil) biciclo [3.1.0] 2-hexeno; 15 monoterpenos oxigenados como 
eucaliptol , linalool, citronelal, endo-borneol, terpinen-4-ol, alfa-terpineol, 4-(1-
metiletil) benzaldehído (cuminaldehído), acetato de bornilo, acetato de linalilo, 
2-metil-5-(1-metiletil)-(1.alfa.,2.alfa.,5.alfa) biciclo [3.1.0] 2-hexanol, 2-metil-5-
(1-metiletil)-(1.alfa.,2.beta.,5.alfa) biciclo [3.1.0] 2-hexanol, 2-metil butanoato 
de (2-metil) butilo, 3-metil butanoato de (2-metil) butilo, acetato de  3-octilo, 
6,6-dimetil biciclo [3.1.1] 2-hepten-2-carboxaldehído;  2 hidrocarburos 
sesquiterpénicos como cariofileno, germacreno D; 6 ésteres como 2-metil 
butanoato de metilo, 2-metil butanoato de etilo, 3-metil butanoato de etilo, 
acetato de (2-metil) butilo, 3,7-dimetil-6-en- octato de metilo,  3,7-dimetil-2,6-
dien- octato de metilo (Geranato de metilo); 2 alcoholes cíclicos como 6,6-
dimetil- 2-metileno-[1S-(1.alfa.,3.alfa.,5.alfa)] Biciclo [3.1.1] 3-heptanol, 6,6-
dimetil Biciclo [3.1.1]2-hepten-2-ol; 2 hidrocarburos cíclicos como 2,5-
Norbornadieno, 1,3,3-trimetil-2-etenil ciclohexeno; 1 alcano como 2,4-dimetil 
hexano y 1 compuesto heterocíclico aromático como el 2-etil furano. 
La acción antimicrobiana de los componentes de los extractos vegetales y de 
los aceites esenciales se debe al carácter lipofílico de su esqueleto de 
hidrocarbonos y principalmente al carácter hidrofílico de sus grupos 
funcionales ( Kalemba y Kunicka, 2003).  
El linalool, posee grupo funcional alcohol, es un antimicrobiano moderado, 
estomacal y carminativo (Kuklinski, 2003); además, es muy empleada en las 
industrias farmacéutica y perfumero cosmético (Hansel y Sticher, 2004) 
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Existen diversos trabajos de investigación de otras especies que pertenecen 
al mismo género, como el reportado por Carhuapoma (2007) del aceite 
esencial de Satureja brevicalyx Epling “urqu muña” muchos de los compuestos 
encontrados en el aceite esencial de urqu muña son comunes a los 
encontrados en el aceite esencial de panizara de la presente investigación 
como por ejemplo alfa-pineno, beta-pineno, beta-mirceno, D-limoneno, 
eucaliptol, cariofileno, terpineol. Asi tambien se puede citar la investigación 
realizada del aceite esencial de Satureja brownei Briq. (Jaramillo et al., 2010), 
donde se  elucidaron compuestos químicos que son comunes a los 
identificados en el aceite esencial de la panizara representados por alfa-
pineno, beta-pineno, beta-mirceno, D-limoneno, eucaliptol, beta-felandreno, 
terpineol, linalol, cariofileno.   
 
Altun y Goren (2013), publicaron los resultados de la investigación que  
realizaron sobre la composición química del aceite esencial de la Satureja 
cuneifolia, reportando del total de los compuestos elucidados tres compuestos 
químicos que son comunes a los identificados en el aceite esencial de la 
panizara, representados por  cimeno, gamma-terpineno, beta-mirceno.   
 
Según lo reportado Carhuapoma et al.( 2014), realizó un estudio cualitativo de 
la caracterización química del aceite esencial de Satureja pulchella “panizara”, 
empleando una serie de reacciones químicas con determinados reactivos 
encontrando los siguientes compuestos químicos: pulegona, cimeno, 
carvacrol, acetato de bornilo y pineno. De los compuestos identificados tres 
compuestos químicos son comunes a los elucidados en el aceite esencial de 
la presente investigación representados por  cimeno, acetato de bornilo y 
pineno. Sin embargo, es importante resaltar que la presente investigación es 
cuantitativo, además la metodología que se ha utilizado es la Cromatografía 
de Gases y Espectrometría de Masas (CG/EM), un método instrumental que 
nos garantiza resultados más certeros. 
 
Las especies de Satureja de varios países han mostrado composición variable 
de su aceite esencial, particularmente, en sus hojas (Jaramillo et al., 2010).  
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En relación a la evaluación de la  actividad antioxidante del aceite esencial de 
las hojas frescas de Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts “panizara”, fue 
realizado mediante dos métodos: captación del radical DPPH y captación del 
radical ABTS•+. En el método de la capacidad captadora del radical DPPH, el 
aceite esencial de panizara presenta   un IC50 = 2288,31 µg/mL (Figura 57) y 
el patrón de referencia Trolox exhibe un IC50= 3,8 μg/mL (Figura 58); mientras 
que  en el método de la capacidad captadora del radical ABTS•+  , se obtiene 
un IC50 = 30,87 µg/mL (Figura 59) del aceite esencial de “panizara”  y el patrón 
de referencia Trolox presenta un   IC50 = 17,04 µg/mL (Figura 60). De acuerdo 
a los resultados obtenidos podemos afirmar que el aceite esencial de panizara 
presenta actividad antioxidante variable; así tenemos cuando dicha actividad 
es determinada por el ensayo de la capacidad captadora del radical DPPH, 
resulta una actividad antioxidante no significativa frente al patrón estándar 
Trolox. Asimismo,  podemos señalar cuando evaluamos la actividad 
antioxidante del aceite esencial de panizara por el el ensayo de la capacidad 
captadora del radical ABTS•+, se obtiene una actividad antioxidante 
significativa frente al patrón estándar Trolox. Schlesier et al.(2002), hacen 
referencia que dada la complejidad química de los aceites esenciales, la 
prueba de la actividad antioxidante puede arrojar resultados diferentes 
dependiendo del método empleado. Por lo tanto es aconsejable un enfoque 
con multiples ensayos. El autor agrega que entre la lista de métodos que 
pueden usarse para la evaluación de la actividad antioxidante muy pocos de 
ellos son útiles para determinar la actividad de ambas especies (hidrofílicas y 
lipofílicas) y asegurar así una mejor comparación de los resultados. 
Según Arnao (2000) y Antololovich et al. (2002), señalan que el método del 
ABTS  puede medir la actividad antioxidante de compuestos de naturaleza 
tanto hidrofílica como lipofílica. Kuskoski et al. (2005), hacen referencia que el 
método del ABTS es uno de los más rápidos, originando resultados 
reproducibles y coherentes. Además los autores agregan que  el radical 
ABTS•+  presenta una buena solubilidad, permitiendo el ensayo de 
compuestos tanto de naturaleza lipofílica como hidrofílica. 
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Carhuapoma (2007) al realizar la evaluación de la actividad antioxidante  por 
el método del DPPH del aceite esencial de Satureja brevicalyx Epling “urqu 
muña”, obtiene un IC50= 28,84 µg/mL e indica que el aceite esencial de  “urqu 
muña” muestra actividad antioxidante comparado con el Trolox, asi mismo 
agrega que dicha actividad se debe a las estructuras moleculares de sus 
constituyentes químicos y que posiblemente el gamma-terpineno que esta 
presente en el aceite esencial de “urqu muña”, esté dotándole de dicha 
actividad antioxidante. Debo señalar que la molécula que hace referencia el 
autor también se ha identificado en el aceite esencial de panizara, lo que 
reafirma que dicho aceite esencial si presenta acatividad antioxidante. Según 
Sacchetti et al., (2005) hace referencia que los metabolitos antioxidantes en 
plantas son estudiados principalmente en base a sus estructuras polifenólicas, 
existe en la literatura científica  que también se halla actividad antioxidante en 
los aceites esenciales cuyos componentes principalmente son terpenos. 
La actividad antioxidante podría relacionarse a la presencia de monoterpenos 
como gamma-terpineno y limoneno que posee buena actividad antioxidante 
(Wei y Shibamoto, 2007; Conforti et al., 2007). Al comparar con nuestro 
resultado debo señalar que las moléculas que hace referencia los autores se 
han logrado identificar en la presente investigación, lo que corrobora que el 
aceite esencial de panizara presenta actividad antioxidante. 
Según Choi et al., (2014), reportan que el linalool y el alfa-pineno posee 
capacidad de captación del radical DPPH entre 18,7-22,4%, estas moléculas 
que hace referencia el autor se encuentran presentes en el aceite esencial de 
panizara, el linalool representa (3.48%) y el alfa-pineno (8.32%). Pero además 
el autor agrega que el alfa-terpineol, beta-mirceno, beta-pineno, D-limoneno y 
o-cimeno, muestran una actividad anti-radicalaria frente al DPPH entre 8.8-
16.5% de captación.Debo señalar que estas moléculas también se han 
identificado en la presente investigación; lo que confirma una vez más que el 
aceite esencial de panizara posee actividad antioxidante.  
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Ruberto y Baratta (2000) ensayaron 100 compuestos puros de aceites 
esenciales en dos modelos de actividad antioxidante, usando como referente 
al alfa-tocoferol. Los compuestos puros que muestran acción antioxidante, se 
encuentran presentes en el aceite esencial de panizara como son: eucaliptol, 
alfa-pineno, beta-pineno, alfa-terpineol y beta-mirceno; que muestran una 
actividad antioxidante entre 3.2-34.9%, en orden ascendente. 
Olivero (2010) investigó los componentes mayoritarios y su relación con la 
actividad antioxidante de la Minthostachys mollis “muña” , determinó  la 
presencia de un monoterpeno como la pulegona y un sesquiterpeno 
germacreno-D; compuestos asociados con la actividad antioxidante. De estas 
dos moléculas que hace referencia el autor el germacreno-D, se logró 
identificar en el aceite esencial de la panizara. 
Considerando los resultados variados de la actividad antioxidante del aceite 
esencial de las hojas panizara y comparando con las investigaciones 
realizadas a otras especies vegetales, podemos confirmar que el aceite 
esencial de panizara presenta actividad antioxidante, está podría deberse a 
los siguientes terpenos identificados en el aceite esencial como son:  linalool, 
D-limoneno, gamma-terpineno, alfa-pineno, alfa-terpineol, beta-mirceno, beta-
pineno, ocimeno, eucaliptol, germacreno-D; que actuarían en sinergismo, 
potenciando su capacidad antirradicalaria, dando una protección a las 
macromoléculas biológicas, como las proteínas, lípidos, ácidos nucleicos y 
carbohidratos. 
En la investigación de la actividad antifúngica por los resultados obtenidos 
(Tabla 7) se ha demostrado que el aceite esencial de Clinopodium pulchellum 
(Kunth) Govaerts “panizara” posee actividad significativa frente a Candida 
albicans en las concentraciones de 50%, 75% y 100% que equivalen a 48,9 
mg; 73,35 mg; 97,8 mg respectivamente de aceite esencial de panizara frente 
a Candida albicans. Esta actividad podría atribuirse a la presencia de ciertos 
terpenos presentes en su composición química.  
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Shane (1979), refiere que existen varios estudios que han demostrado que los 
terpenoides son los principales constituyentes de la actividad antimicrobiana 
de los aceites esenciales, siguiendo en orden de actividad los terpenoides que 
contienen grupos fenoles y alcoholes, luego los que poseen aldehídos y por 
ultimo los que tienen grupos cetónicos. Por ejemplo, indica que el aceite 
esencial de Lemon grass posee cantidades considerables de alfa-citral, beta-
citral, citronelol, citronelal, linalool y geraniol, los cuales han mostrado poseer 
actividad antimicrobiana ante Escherichia coli, Bacillus subtilis y 
Staphylococcus aureus.  
 
Shane (1979) y Ilkka et al.( 1998) señalan que el mecanismo específico de los 
terpenoides aún hoy no ha sido claramente caracterizado. Aunque 
actualmente se porpone como posible sitio de acción la membrana celular 
donde los terpenoides surtirían efecto desencadenando una serie de procesos 
que podrían arribar a la muerte microbiana. 
La actividad antimicrobiana del limoneno y gamma-terpineno, pueden 
atribuirse a que producen efectos en la integridad de membrana de las 
bacterias y hongos en consecuencia inhiben la respiración y afectan el 
proceso de transporte de iones (Martins et al., 2000) 
Existe diversas investigaciones donde se señala que la actividad 
antimicrobiana de las mezclas químicas complejas que constituyen los aceites 
esenciales, ha llevado a intentos de identificar y aislar los componentes 
antimicrobianos activos. En muchos casos, los componentes o fracciones 
responsables de la actividad antibacteriana se han identificado como terpinen-
4-ol en Melaleuca alternifolia “árbol de té” (Carson et al., 2002), carvacrol y 
timol en aceite de orégano (Lambert et al., 2001), y carvacrol y eugenol en el 
aceite de Eugenia caryophyllata “clavo de olor” (Chaieb et al., 2007).  
En el estudio realizado por Cano (2007) con el aceite esencial de 
Minthostachys mollis “muña” demostró actividad antimicótica in vitro frente a 
las cepas de Candida albicans a las concentraciones de 50 y 100 por cien y 
frente a los dermatofitos Microsporum canis, Trichophytom mentagrophytes y  
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Trichophytom tonsurans; son sensibles en los volúmenes de 5 y 50 mL; 
encontrándose en el aceite esencial los siguientes componentes químicos: 
Pulegona, mentona y limoneno. 
Al realizar el estudio del Eucalyptos globulus “eucalipto” se obtiene aceite 
esencial, extractos e infusiones con actividad antifúngica, a concentraciones 
entre el 54% y el 95% del componente activo 1,8-cineol (World Health 
Organization, 2002). 
 
La actividad antifúngica significatica que posee el aceite esencial de Clinopodium 
pulchellum (Kunth) Govaerts “panizara” frente a Candida albicans, se debería a la 
presencia de los terpenenoides que se encuentran presentes en la composición 
quimica  del aceite esencial de panizara y que actuarían en sinergismo. Entre los 
terpenos responsables de esta  actividad antifúngica, podría atribuir a la presencia  
linalool, terpinen-4-ol, endo-borneol, citronelal, eucaliptol, gamma-terpineno, D-
limoneno. 
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 CONCLUSIONES 
 
1.-En el aceite esencial de las hojas de Clinopodium pulchellum (Kunth) 
Govaerts “panizara”, se identificaron 44 compuestos químicos, conformados 
por 15 hidrocarburos monoterpénicos, 15 monoterpenos oxigenados, 2 
hidrocarburos sesquiterpénicos, 6 ésteres, 2 alcoholes cíclicos, 2 
hidrocarburos cíclicos, 1 alcano y 1 compuesto heterocíclico aromático. 
Siendo los de mayor concentración el 1,3,3-trimetil-2-etenil ciclohexeno 
(46,84%), alfa-pineno (8,32%), beta-felandreno (8,27%)y el beta-mirceno 
(6,96%). 
2.- En la actividad antioxidante del aceite esencial realizada mediante los 
ensayos de la capacidad captadora del radical DPPH y ABTS•+; los resultados 
señalan que el aceite esencial presenta actividad antioxidante variable, por el 
método DPPH resulta tener una actividad antioxidante no significativa frente 
al patrón estándar Trolox. Por el método del radical ABTS•+, se obtuvo una 
actividad antioxidante significativa frente al patrón estándar Trolox. La 
actividad antioxidante se debería a la presencia de los siguientes terpenos 
identificados en el aceite esencial de panizara como son: linalool, D-limoneno, 
gamma-terpineno, alfa-pineno, alfa-terpineol, beta-mirceno, beta-pineno, 
ocimeno, eucaliptol, germacreno-D; que actuarían en sinergismo, potenciando 
su capacidad antirradicalaria, dando una protección a las macromoléculas 
biológicas, como las proteínas, lípidos, ácidos nucleicos y carbohidratos. 
3.- El aceite esencial presenta actividad antifúngica significativa frente a 
Candida albicans en las concentraciones de 50%, 75% y 100%. La actividad 
antifúngica se debería a la presencia de los siguientes terpenos identificados 
en el aceite esencial de panizara como son: linalool, terpinen-4-ol, endo-
borneol, citronelal, eucaliptol, gamma-terpineno, D-limoneno; que actuarían 
en sinergismo. 
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RECOMENDACIONES 
 
1.-De acuerdo a lo obtenido en el presente trabajo se recomienda evaluar la 
actividad de cada uno de los componentes del aceite esencial de Clinopodium 
pulchellum (Kunth) Govaerts “panizara”, y así  determinar el componente con 
mayor actividad antioxidante y antifúngica.  
2.-De acuerdo a los resultados obtenidos  en la actividad anti-Candida se 
recomienda que en futuros estudios se desarrolle la formulación de una forma 
dermocosmética con sus respectivos estudios de estabilidad y eficacia. 
3.-Realizar los estudios de toxicidad para  cada uno de los componentes del 
aceite esencial de Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts “panizara”. 
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Anexo 1 (Clasificación botánica) 
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ANEXO 2 (Certificado de Analisis Cromatografia de 
Gases/Espectrometría de Masas) 
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ANEXO 3  
 
Figura 1. Colecta del Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts “panizara” en 
el distrito de Huacaschuque provincia Pallasca Ancash 
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Figura 2. Obtención del aceite esencial de Clinopodium pulchellum (Kunth) 
Govaerts “panizara”, por el método de destilación con arrastre de vapor de 
agua 
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Figura 3. Determinación de la actividad antioxidante del aceite esencial de 
Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts “panizara”, por los métodos del 
DPPH y ABTS  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
100 
 
 
 
Figura 4. Halos de inhibicion producido por el aceite esencial de Clinopodium 
pulchellum (Kunth) Govaerts “panizara”, frente a Candida albicans 
 
 
 
 
 
 
